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厚生労働科学研究費補助金（難治性疾患等政策研究事業（難治性疾患政策研究事業）） 

分担研究報告書 
 
自己免疫性出血症治療の「均てん化」のための実態調査と「総合的」診療指針の作成 

に関する研究 
 

分担研究課題 実験の実施（主に XIII/13 因子抗体症例）： 
自己免疫性凝固第 XIII/13因子欠乏症 (AiF13D)、自己免疫性凝固第 VIII/8因子欠乏症 (AiF8D)、 

自己免疫性後天性フォンヴィルブランド因子欠乏症 (AiVWFD)の自己抗体検出 
 

研究分担者 尾崎 司 山形大学大学院医学系研究科 助教 
 

研究要旨 

自己免疫性凝固第XIII/13因子 (F13) 欠乏症 (AiF13D; 厚労省指定難病 288-1) 疑い 10症例について
イムノクロマト法を用いて確定診断を行い、新たに 3 例を同定した。自己免疫性凝固第 VIII/8 因子 
(F8) 欠乏症 (AiF8D; 厚労省指定難病 288-2) 疑い 1症例について市販のELISA キットを用いて確定
診断を行い、新たに 1 例を同定した。自己免疫性後天性フォンヴィルブランド因子 (vWF) 欠乏症 
(AiVWFD; 厚労省指定難病 288-3) 疑い 1 症例についてイムノクロマト法による自己抗体の検出を
試みたが陰性だった。 
自己免疫性凝固第 IX/9因子 (F9) 欠乏症 (AiF9D) 患者は確認されていないが、検査体制を確立す
るために、F9を固相化したプレートを用いて血友病 Bインヒビター症例の同種抗体を検出すること
に成功した。同様な手法で AiF9D疑い症例について自己抗体の検出は可能であると考えられる。 

Ａ．研究目的 
自己免疫性後天性凝固因子欠乏症はAiF13D、

AiF8D、AiVWFD、AiF5Dからなる難治性出血性
疾患である。それぞれF13、F8、vWF、F5に対す
る自己抗体が原因で出血傾向を来す疾患である。 
これら自己免疫性後天性凝固因子欠乏症の総
合的な診断基準・重症度分類、診療指針等の作
成を最終的な目的として実態把握のため、AiF13
D疑い10症例、AiF8D疑い1症例、AiVWFD疑い1
症例についてイムノクロマト法、あるいはELIS
A法によって確定診断を行った。 
また、F9など他の凝固因子に対する自己抗体が
原因の症例も存在する可能性があり、実態把握の
ためには診断法の確立が必要である。 
 
Ｂ．研究方法 
 イムノクロマト法による抗F13自己抗体の検出 
イムノクロマト法は抗F13Aサブユニット (F1

3-A) モノクローナル抗体を塗布したストリッ
プを用いた。希釈血漿、洗浄液、金コロイド標
識抗ヒトIg (G+M+A) 抗体希釈溶液を順次展開
した (直接法)。陽性コントロールの吸光度を1
とした時の吸光度0.18をカットオフ値に設定し、 
判定を行った。F13抗原量が極端に少ない症例で
の偽陰性を避けるために、健常人血漿と37℃で5 
分間混合後の検体についてもイムノクロマト法
を実施した (混合法)。 
ELISAキットによる F8抗原量の測定、および抗
F8自己抗体の検出 
市販のELISAキットを用いてF8抗原量の測定、

および遊離の抗F8自己抗体の検出を行った。抗F
8自己抗体の有無は説明書に従って判定した。 
F8活性、および F9活性の測定 
合成基質法を測定原理として用いた市販のキ
ットにより、F8活性を測定した。市販の標準血
漿 (コアグトロールN) の活性を100%として算
出した。 
 F8インヒビターの力価の測定は、56℃、30分
で非働化した検体を生理食塩水で希釈し、等量
の標準血漿と混合し、37℃、2時間反応後、上述
の方法で残存するF8活性を測定した。等量の生
理食塩水と標準血漿を混合後のF8活性と比較し
て50%失活した場合を1 BU/mLとした。 
イムノクロマト法による抗vWF自己抗体の検出 
遊離の抗 vWF自己抗体は市販の精製 vWFを
塗布したストリップを用いた。希釈血漿、洗浄
液、金コロイド標識抗ヒト Ig (G+M+A) 抗体希
釈溶液を順次展開した (直接法)。陽性コントロ
ールの吸光度を 1とした時の吸光度 0.18をカッ
トオフ値に設定し、判定を行った。 

vWF-抗 vWF 自己抗体抗原抗体複合体の検出
のために 2種類の抗 vWFモノクローナル抗体を
それぞれ塗布したストリップを用いた。vWF抗
原量が極端に少ない症例での偽陰性を避けるた
めに、vWF (40 μg/mL) と患者血漿を 1:1で混合
後、37℃で 1 時間反応後の検体のイムノクロマ
ト法を実施した (混合法)。 
自家製 ELISA法による抗 F9同種抗体の検出 
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遊離の抗 F9同種抗体は市販の精製 F9をプレ
ートに固相化して測定した。F9を固相化したプ
レートに希釈検体を入れ、結合した抗 F9同種抗
体をペルオキシダーゼ標識抗ヒト Ig (G+M+A) 
抗体と TMBにより検出した。 
 （倫理面への配慮） 
 本研究は、山形大学の倫理委員会の承認を得て
おり、検体使用に関しては、各主治医が症例ある
いはその家族から文書による同意を得ている。 
 
Ｃ．研究結果 
AiF13Dの確定診断 

AiF13D 疑い 10症例について直接法、混合法
を実施し、判定を行ったところ、3例は直接法、
混合法いずれも陽性、7 例は直接法、混合法い
ずれも陰性であった。 
AiF8Dの確定診断 

AiF8D疑い1症例について市販のELISAキット
を用いて自己抗体の有無を判定したところ、陽
性であった。F8抗原量は0.96 IU/mL、F8活性は1
0％でF8比活性は0.10であった。また、インヒビ
ター力価は3.5 BU/mLだった。 
AiVWFDの確定診断 

AiVWFD疑い1症例についてイムノクロマト
法を用いて自己抗体の有無を判定したところ、
遊離型、複合体型とも陰性であった。 
血友病Bインヒビター症例の抗F9同種抗体検出 
血友病 B インヒビター疑い 1 症例について

ELISA 法を用いて同種抗体の検出を行ったとこ
ろ、インヒビター力価と抗体量の増減に相関が認
められた。 
抗F13Bサブユニット自己抗体検出ELISAの改良 
横山研究分担者から提供されたラット抗F13Bサ
ブユニットモノクローン抗体を用いてAMEDプロジ
ェクトで開発した抗F13Bサブユニット自己抗体検
出ELISAシステムを高感度化することに成功した。 
 
Ｄ．考察 
 AiF13D疑い 10症例のうちイムノクロマト陽
性だった 3例のうち 2例は、抗 F13-A自己抗体
検出のための ELISA法、ドットブロット法でも
陽性だった。1 例はドットブロット法で陰性だ
ったが、ELISA法で自己抗体が検出されており、
イムノクロマト法は迅速診断に有用であると考
えられる。 

AiF8D疑い1症例は自己抗体が検出されたので
AiF8Dと確定した。F8抗原量は正常範囲内だった
が、F8活性、比活性ともに低値を示し、混合試験
で弱いながらも阻害が認められたので中和型抗
体が存在していると考えられる。 

AiVWFD疑い1症例は自己抗体が検出されなか
ったが、vWF抗原量が低値を示していたので残存
自己抗体量は極めて少ないが、クリアランスされ
ている可能性は考えられる。 
 血友病Bインヒビター症例の同種抗体量とイン

ヒビター力価に相関が認められたことから、自家
製 ELISAはある程度正確に測定出来ており、今後
出てくる可能性のある AiF9D 疑い症例の診断に
有用であると考えられる。 
  
Ｅ．結論 

AH13 疑い症例の自己抗体の検出については
現行のイムノクロマト法が有用であると考えら
れるが、特に F13Bに対する自己抗体については
感度の問題で偽陰性になる可能性も考慮に入れ
る必要がある。同様に抗 vWF自己抗体検出につ
いても感度の問題で偽陰性になる可能性はある
ので改良が必要である。 
 
Ｆ．健康危険情報 
 特になし 
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Ｈ．知的財産権の出願・登録状況 
 1). 特許取得 
 なし 
 2). 実用新案登録 
なし 
 3). その他 
なし 
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